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Description 

La presente invention se rapporte a un procede 
permettant de favoriser I'embryogenese secondaire a 
partir d'embryons somatiques primaires en culture et a 
('application de ce procede a la regeneration de plantes 
en particulier de la vigne. 

Pour la majeure partie des especes vegetales, la 
production d'embryons in natura se fait par voie sexu6e 
ce qui a I'inconvenient, pour les especes heterozygoses 
telles que la vigne par exemple, d'entratner une recom- 
binaison des caracteres genetiques et de perdre ainsi 
les caracteristiques principales des parents dont its sont 
issus. Dans le cas de la vigne, les caracteristiques du 
cepage seraient perdues, ce qui est inacceptable en 
oenologie. 

Pour permettre une multiplication donate, c'est-a- 
dire a ridentique, plusieurs methodes ont 6t6 d6velop- 
p6es, notamment in vitro. Elles peuvent aboutir a la for- 
mation d'embryons semblables a ceux issus de la 
fecondation des gametes males et femelles, mais qui 
sont au niveau g6n6tique une copie de la plante dont ils 
sont issus. Ces embryons sont appeies somatiques, 
leur production suit en general le schema suivant : 

1) induction du potentiel embryogene par des auxi- 
nes exogenes, gen6ralement en fortes concentra- 
tions, qui permettent 1'apparition d'agregats (ou 
masses) proembryogenes (PEM) qui correspon- 
dent a des groupes de 10 a 50 cellules, notamment 
meristematiques. II arrive aussi que les embryons 
soient obtenus directement sur un tel milieu. 

2) transfert de ces cellules sur des milieux exempts 
d'auxines voire a faible concentration en auxine, qui 
conduisent a la formation d'embryons somatiques a 
partir de ces PEM, en suivant les differents stades 
devolution de I'embryogenese v6getale. Ces sta- 
des devolution sont g6n6ralement caracteris6s par 
une forme particuliere. Ainsi dans le cas de la 
vigne, il est habitue) de distinguer successivement 
les stades suivants : globule, coeur, torpille et plan- 
tule. 

Ces principes sont decrits, en ce qui concerne la 
propagation de cellules de vigne, dans la demande de 
brevet US 4 532 733. 

Par ailleurs, il est souhartable dans certains cas 
pour obtenir des plantes transg6niques, d'utiliser des 
embryons somatiques comme source de materiel vege- 
tal de transformation. En utilisant dans ce cas les tech- 
niques de transformation classiquement utilisees, telles 
que la coculture avec des agro-bacteries, ou la biolisti- 
que, on obtient des embryons dont certaines zones 
seulement sont transformees. La possibility de favoriser 
rembryogen&e secondaire, ou encore appelee 
embryogen^se adventive, a partir des zones transfor- 
mees, et done d'augmenter I'efficacite du systeme 
transformation-regeneration, presente done un intent 



Evident. D'autre part, dans le cas ou la transformation 
g£netique des embryons doit £tre effectuee, favoriser la 
formation d'embryons secondaires, au niveau de l'6pi- 
derme des embryons transformer au lieu d'un d6velop- 

5 pement normal des pousses est aussi tres important 
pour augmenter le nombre de transformants produits. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un 
proc6de pour favoriser la production d'embryons v6g£- 
taux secondaires a partir d'une culture d'embryons 

10 somatiques primaires, caracterise en ce qu'on introduit 
dans le milieu de culture desdits embryons somatiques 
primaires une proteine inhibitrice de I'embryogenese 
primaire en concentration efficace pour obtenir 
I'embryogenese secondaire. 

is On appelle inhibition de I'embryogenese primaire 
l'arr§t du developpement a un stade de revolution de 
I'embryogenese qui peut etre le stade globule ou coeur 
ou torpille. 

Plus particulierement, le procede selon la presente 

20 invention peut s'appliquer a la production d'embryons 
somatiques de vigne. 

De manure generale, dans le cas des suspensions 
de cellules embryogenes du type 41 B, en culture dans 
des conditions classiques sans transfert frequent, on 

25 observe un blocage rapide du developpement au stade 
globule ou coeur. Certains auteurs ont avance que ce 
phenomene d'inhibition etait du a la presence de 
macromoiecules extra-cellulaires superieures a 10 kDa 
(Plant Cell Tiss. Org. Cult. (1992) 29, 125-133). 

30 La Demanderesse a trouve de manure surpre- 
nante que certaines proteines et notamment une cer- 
taine classe de celles reputees pour inhiber 
I'embryogenese primaire, permettaient de favoriser 
I'embryogenese secondaire. 

35 Plus particulierement, le procede selon Unvention 
peut §tre mis en oeuvre en introduisant dans le milieu 
du culture des embryons primaires une fraction cove- 
nant au moins une proteine, extraite d'une culture 
d'embryons vegetaux bloques dans leur d6veloppe- 

40 ment. 

Selon un mode particulier de realisation de la pre- 
sente invention, 

1) on fait une culture d'embryon de la plante consi- 
45 d6r6e, 

2) on isole les proteines inhibitrices de I'embryoge- 
nese, et 

3) on introduit ces proteines isoiees dans la culture 
d'embryon dont on veut obtenir des embryons 

so secondaires. 

De preference la culture dont on extrait la fraction 
precitee est une culture ag6e d' environ 1 5 jours, et dont 
la densrte initiale etait eievee, par exemple de I'ordre de 
55 1 a 2 |il de volume d'agregats cellulaires sedimentes 
(PCV) par millilitre de milieu. 

Selon une variante particuliere, la proteine est 
obtenue a partir d'une culture d'embryons vegetaux 
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appartenant a la m§me espece que lesdits embryons 
somatiques primaires. 

De preference, la proteine est une proteine extra- 
cellulaire extraite d'un milieu de culture d'embryons 
vegetaux. 

Parmi les proteines extracellulaires convenant pour 
mettre en oeuvre le procede selon I'invention, il est 
avantageux de choisir les proteines anioniques, even- 
tuellement glycosylees. presentant un poids molecu- 
laire apparent compris entre 32 kDa environ et 66 kDa 
environ en SDS-PAGE 

Une efficacite optimal e est obtenue quand le pro- 
cede de ('invention est applique a des cultures effec- 
tuees, au moins partiellement, en I'absence de lumiere. 

De preference, la proteine extracellulaire est intro- 
durte dans le milieu d'induction et/ou de developpement 
des embryons. 

Les embryons primaires selon une variante avanta- 
geuse sont au moins partiellement constitues de cellu- 
les transformees genetiquement, au moyen dune 
technique bien connue de I'homme de I'art. 

Les embryons secondares obtenus suivant le pro- 
cede selon la presente invention peuvent §tre utilises 
dans les procedes connus de I'homme de metier pour 
Tobtention de plantes regenerees. 

Par exemple, on pourra utiliser le procede decrit 
dans le document US 4 532 733, notamment colonne 3, 
lignes 27 a 44, comprenant le transfert des embryons 
dans un milieu de culture de type Murashige et Skoog 
(1962), supplements en cytokinine, telle que la benzyla- 
denine. 

Pour ces procedes de regeneration a partir 
d'embryons secondares, on pourra egalement se 
reporter a ceux decrits par G-Maheswaran et al, Ann- 
Bot, 57 (1988) 109-1 17 ou par C-S-Loh et ai, New Phy- 
tol.,95(1983) 349-358. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer 
Tinvention sans aucunement en limrter la portee. 

Exemple 1 : Obtention de proteines extracellulaires 
d'embryogenese primaire 

Origine de la culture d'embryon primaire 

On utilise comme source d'agregats de cellules 
embryogenes. la culture de cellules embryogenes de 
porte-greffe de vigne 41 B, deposee a I'European Col- 
lection of Animal Cell Cultures sous le n° PL 92042917 
decrite dans la demande internationale PCT deposee le 
11 mai 1993 sous le numero PCT/FR93/00456. Pour 
initier les cultures d'embryons dans un milieu depourvu 
d'auxine, la suspension cellulaire est filtree successive- 
ment sur des tamis de 500 |im et 200 [im, et la fraction 
retenue sur 200 \xm est lavee trois fois dans un milieu 
de culture depourvu d'auxine, selon le protocole decrit 
precedemment. Les densites de population cellulaire au 
moment de I'inoculation deter mi nee par le PCV (Packed 
Cell Volume, unite de volume cellulaire sedimente a 1 x 



g) sont comprises entre 0,05 et 1 \i\ de PCV.mL. La 
correspondance PCV-densite cellulaire est assuree par 
des numerations faites par la methode de dispersion 
dans I'acide chromique. 

5 

Purification des proteines extracellulaires 

On realise une culture d'embryons, comme indique 
ci-dessus, a une densite d'inoculation initiale de 1 \i\ de 

10 PCV par millilitre de milieu. Aucune sous-culture jouma- 
liere n'est pratiquee. Apres 14 jours de culture, alors 
que les embryons sont bloques dans leur developpe- 
ment au stade globule ou coeur, comme decrit par P. 
Coutos-Thevenot et al. (Plant Science. (1992) Sfi 137- 

15 145), on extrait les proteines extracellulaires secretees 
pendant I'embryogenese somatique. Le milieu de cette 
culture est clarif ie par filtration sous vide a travers des 
filtres de particules de verre (Pyrex France) puis des 
membranes de fibres de verre (GF/C, Whatman) avant 

20 d'etre concentre de 100 a 200 fois, en utilisant le sys- 
tems d'ultrafiltration Amicon equipe d'une membrane 
ayant un seuil de coupure de 3000 Daltons (YM 3). Le 
concentre est applique a une colonne CLHP d'echange 
de cations (SP-5PW, Waters) equilibree avec un tam- 

25 pon phosphate (Na 2 HP04-NaH 2 P04, 25 mM, pH 6,5) a 
un debit de 0,8 mLmin' 1 . On recueille la fraction des 
proteines non retenues, detectee par densite optique et 
suivie a 280 nm sur un detecteur UV (M440, Waters). 
Cette fraction de proteine non retenues (70% des pro- 

30 teines initiates) est reinjectee sur une colonne 
d'echange d'anions (DEAE-5PW, Waters) equilibree 
avec un tampon TRIS (TRIS-HCI. 25 mM, pH 8,5) a 0.8 
mLmin" 1 . La colonne est ensuite eluee en 40 minutes 
par un gradient lineaire de solution saline (TRIS-HCI 25 

35 mM, NaCi 1 M, pH 8,5) de 0 a 0,3 M. Differents pics 
d'elution sont observes et sont recueillis dans des frac- 
tions separees. Ces fractions sont conservees a 4° C. 
Les fractions proteiques sont sterilisees par filtration a 
0,22 fim et leur concentration determined par la 

40 methode de Lowry en utilisant de la serum albumine 
bovine comme etalon. Les fractions proteiques 
receuillies pendant lelution de la colonne anionique 
(DEAE) pendant les 25 premieres minutes du gradient 
constituent un pic complexe avec trois epaulements 

45 pour les fractions 1 a 3, alors que les autres fractions 
sont recueillies sous forme de pics separes. Au total, 8 
fractions ont ete recueillies. 

Pour caracteriser les proteines presentes dans cha- 
que fraction, en estimant leur masse molaire. on prati- 

so que une electrophorese de type SDS-PAGE a voltage 
constant (200 V). Le gel est ensuite colore au bleu de 
Coomassie ou revele par la technique dite de Western 
blot avec le complexe Concanavaline A-peroxidase 
(Bio-rad Laboratoires, Richmond CA). 

55 Pour chaque fraction, on observe plusieurs pepti- 
des. II apparatt que toutes ces fractions contiennent au 
moins une proteine glycosylee, comme determine par 
Western blot. Les trois premieres fractions apparaissent 
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comme des melanges complexes de peptides dans une 
large gamme de masses mol ecu I aires, alors que les 
fractions 4 a 7 apparaissent moins complexes et com- 
posed de polypeptides differents, allant de 32 a 66 
kDa. 

Exemple 2 : Production d'embryogenese secon- 
daire par complementation en proteines Inhibitrlces 
de rembryogenese primaire 

Les masses proembryogenes inoculees a 0,1 fxl de 
PCV.mL" 1 sont compiementees au debut de la culture 
dans un milieu exempt d'auxine avec Tune des fractions 
proteiques recueillies suivant I'exemple 1 . Les experien- 
ces sont realisees pour chacune des fractions dans des 
boites de microtitration de 24 puits dans 1 mL de milieu 
liquide et cultivees a I'obscurite sur un agitateur orbital 
(1 30 rpm) a 26° C. Pour chaque culture on effectue qua- 
tre repetitions independantes. Parallelement des cultu- 
res de masse proembryogenes temoins sont realises 
dans les memes conditions, si ce n est qu'au lieu d'ajou- 
ter une fraction proteique, on ajoute un volume identi- 
que de tampon CLHP, correspondant a une 
concentration en NaCI 0,25 M, qui est superieure a celle 
necessaire pour eluer les fractions proteiques de la 
colonne. 

Dans des experiences preliminaires d'inhibition 
proteique, les fractions proteiques sont ajoutees a des 
concentrations allant de 1 a 100 fois leur concentration 
initiate trouvee dans les cultures inoculees a haute den- 
site cellulaire et le 1 50 (dose inhibant le developpement 
de 50% des embryons) pour chaque fraction varie de 10 
a 1 5 ng.mL 1 . Les fractions proteiques sont ensurte tou- 
tes testees a 15 fig.mL" 1 et leur influence sur la progres- 
sion embryogene est mesuree apres 20 jours de 
culture. Les embryons de chaque puits sont denom- 
bres. Les stades de developpement pris en considera- 
tion sont les stades globule, coeur, torpille et plantule. 
Les resultats sont rassembles sur la figure unique 
annex6e. 

Sur la figure unique annex6e, on a represente, pour 
chaque fraction proteique testee et pour les cultures 
temoins, le nombre d'embryons pour chaque stade de 
developpement pris en consideration, exprime en pour- 
centage par rapport au nombre total d'embryons 
denombres dans chaque puits. 

On observe, en ce qui concerne le temoin, que 
80% des embryons se sont developpes jusqu'au stade 
torpille. II en est environ de meme pour les cultures trai- 
tees par les fractions 1 , 2, 3 et 8, pour lesquelles 70 a 
90% des embryons sont parvenus egalement au stade 
torpille. 

Par corrtre, les resultats obtenus avec les fractions 
4, 5, 6 et 7 qui contiennent des proteines de masse 
molaire de 32 kDa a 66 kDa, sont tres sensiblemerrt dif- 
ferents. 

Pour les fractions 4 et 5, on trouve une proportion 
sensiblemerrt identique, de I'ordre de 30 ou 40% 



d'embryons a chacun des trois stades globule, coeur et 
torpille. Pour la fraction 6, les embryons aux stades glo- 
bule et coeur sont preponderants. Tandis que pour la 
fraction 7, le nombre d'embryons parvenus au stade tor- 

5 pille est superieur a celui des embryons moins develop- 
pes. Toutefois, pour cette fraction, la proportion 
d'embryons bloques au premier stade de developpe- 
ment, c'est-a-dire au stade globule est superieure a 20 
%, ce qui est tres sensiblement sup6rieur a la propor- 

10 tion des embryons du m§me stade d6nombr6s pour les 
fractions 1 , 2, 3 et 8 et pour les cultures temoins. Ainsi, 
il apparait clairement que le traitement des cultures 
d'embryons par les fractions 4, 5, 6 et 7, entraine une 
diminution tres notable du nombre d'embryons develop- 

15 pes au stade torpille et une plus forte proportion 
d'embryons au stade globule. On peut done en condure 
que ces fractions ont provoque inhibition du develop- 
pement des embryons somatiques. 

On remarquera toutefois que, bien que le develop- 

20 pement des embryons soit bloque pour la majorite 
d'errtre eux, une faible proportion a echappe a cette 
inhibition et pour laquelle les embryons ont atteint le 
stade de plantule. 

Une observation microscopique de ces plantules 

25 recueillies morrtre que, sur I'epiderme de celles-ci, se 
sont forme de nombreux embryons secondares, ou 
adventifs, dont le developpement semble s'Stre arr§te 
au stade globulaire. 

Ainsi, la complementation de culture d'embryons 

30 somatiques primaires, avec des fractions extraites de 
cultures d'embryons dont le developpement etait blo- 
que, a permis d'obtenir la formation d'une grande quan- 
tite d'embryons secondares, qu'il sera possible de 
developper ulterieurement, apres transplantation dans 

35 un milieu approprie, suivant Tun des precedes bien con- 
nus de Thomme de Tart, comme decrit plus haut, pour 
obtenir la regeneration de nouvelles plantes. 

Revendications 

40 

1. Procede pour favoriser la production d'embryons 
v6g6taux secondaires a partir d'une culture 
d'embryons somatiques primaires, caracterise en 
ce qu'on introduit dans le milieu de culture desdits 
45 embryons somatiques primaires une proteine inhi- 
bitrice de I'embryogenese primaire en concentra- 
tion efficace pour obtenir rembryogenese 
secondaire. 

50 2. Procede pour favoriser la production d'embryons 
vegetaux secondaires a partir d'une cuKure 
d'embryons somatiques primaires selon la revendi- 
cation 1, caracterise en ce que la proteine inhibi- 
trice de I'embryogenese primaire est introduite 

55 sous forme d'une fraction contenartt au moins une 
proteine, extraite d'une culture d'embryons vege- 
taux bloques dans leur developpement. 
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3. Precede selon la revendication 2, caracteris6 en ce 
que la culture dont on extrait la fraction precise est 
une culture agee d'environ 15 jours, et dont la den- 
site initiale etait elevee, par exemple de I'ordre de 1 

a 2 nl de volume d'agregats cellulaires sediments 5 
(PCV) par millilitre de milieu. 

4. Precede selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que la proteine pr6cit6e est obte- 
nue a partir d'une culture d'embryons v6getaux w 
appartenant a la meme espece que lesdrts 
embryons somatiques primaires. 

5. Precede selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracteris6 en ce que la proteine precitee est une is 
proteine extracellulaire extraite d'un milieu de cul- 
ture d'embryons v6g6taux. 

6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracteris6 en ce que la proteine precitee est une 20 
proteine de type anionique, eventuellement glyco- 
sylSe. 

7. Proceed selon I'une des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que la proteine precitee presente 25 
un poids moleculaire apparent compris entre 32 
kDa et 66 kDa en SDS-PAGE. 

8. Precede selon I'une des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que la proteine ptecitee est intro- 30 
duite dans le milieu d'induction et/ou de developpe- 
ment des embryons. 

9. Precede selon I'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que les embryons somatiques 35 
primaires sont au moins parti el lement constitues de 
cellules genetiquement transformers. 

10. Precede selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que la culture d'embryons primai- 40 
res est une culture d'embryons de vignes. 

Claims 

1. Method for favouring the production of secondary 45 
plant embryos from a culture of primary somatic 
embryos, characterized in that a protein which 
inhibits primary embryogenesis is introduced into 
the culture medium of the said primary somatic 
embryos at a concentration which is effective for so 
obtaining secondary embryogenesis. 

2. Method for favouring the production of secondary 
plant embryos from a culture of primary somatic 
embryos according to Claim 1 , characterized in that 55 
the protein which inhibits primary embryogenesis is 
introduced in the form of a fraction containing at 
least one protein which is extracted from a culture 
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of plant embryos which ar blocked in their develop- 
ment. 

3. Method according to Claim 2, characterized in that 
th culture from which the abovementioned fraction 
is extracted is a culture which is approximately 15 
days old and which had a high initial density, for 
example of the order of from 1 to 2 \i\ of packed cell 
volume (PCV) per millilitre of medium. 

4. Method according to one of Claims 1 to 3, charac- 
terized in that the abovementioned protein is 
obtained from a culture of plant embryos which 
belong to the same species as the said primary 
somatic embryos. 

5. Method according to one of Claims 1 to 4, charac- 
terized in that the abovementioned protein is an 
extra-cellular protein which is extracted from a cul- 
ture medium of plant embryos. 

6. Method according to one of Claims 1 to 5, charac- 
terized in that the abovementioned protein is a pro- 
tein of anionic type which may possibly be 
glycosylated. 

7. Method according to one of Claims 1 to 6, charac- 
terized in that the abovementioned protein exhibits 
an apparent molecular weight of between 32 kDa 
and 66 kDa according to SDS-PAGE. 

8. Method according to one of Claims 1 to 7, charac- 
terized in that the abovementioned protein is intro- 
duced into the medium for inducing and/or 
developing the embryos. 

9. Method according to one of Claims 1 to 8, charac- 
terized in that the primary somatic embryos at least 
partially consist of genetically transformed cells. 

10. Method according to one of Claims 1 to 9, charac- 
terized in that the culture of primary embryos is a 
culture of grapevine embryos. 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zur FOrderung der Bildung von sekunda- 
ren pflanzlichen Embryonen ausgehend von einer 
Kultur primarer somatischer Embryonen, dadurch 
charakterisiert, da 8 man zum Kufturmedium dieser 
primaren somatischen Embryonen ein die primare 
Embryogenese inhibierendes Protein in einer zur 
Erzielung der sekundaren Embryogenese wirksa- 
men Konzentration gibt. 

2. Verfahren zur FOrderung der Bildung von sekunda- 
ren pflanzlichen Embryonen ausgehend von einer 
Kultur von primaren somatischen Embryonen nach 
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Anspruch 1 . dadurch charakterisiert, da B das die 
primare Embryogenese inhibierende Protein in 
Form einer Fraktion zugegeben wird die minde- 
stens ein Protein enthalt, das aus einer Kultur von 
in ihrer EntwickJung blockierten pflanzlichen 
Embryonen extrahiert wurde. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch charakteri- 
siert, daft die Kultur, aus der man die vorstehend 
genannte Fraktion extrahiert. eine Kultur im Alter 
von ungefahr 15 Tagen ist. deren anfangliche 
Dichte erhOht ist, beispielsweise in einer Gr68en- 
ordnung von 1 bis 2 ml Volumen an sedimentierten 
zellularen Aggregaten (PCV) pro Milliliter Medium. 
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4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch charakterisiert, daB das vorstehend 
genannte Protein aus einer Kultur von pflanzlichen 
Embryonen gewonnen wird, die zu derselben Spe- 
zies gehdren wie die genannten primaren somati- 20 
schen Embryonen. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch charakterisiert, daB das vorstehend 
genannte Protein ein extrazellulares Protein ist, das 25 
aus einem Kulturmedium der pflanzlichen Embryo- 
nen extrahiert wurde. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch charakterisiert, daB das vorstehende Pro- 30 
tein ein Protein vom anionischen Typ ist, gegebe- 
nenfalls ein glycosyliertes Protein. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch charakterisiert, daB das vorstehend 35 
genannte Protein ein scheinbares Molekularge- 
wicht zwischen 32 kDa und 66 kDa in der Natrium- 
laurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) aufweist. 

40 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch charakterisiert, daB das vorstehend 
genannte Protein zum Induktionsmedium und/oder 
dem Entwicklungsmedium der Embryonen gege- 
ben wird. 45 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch charakterisiert, daB die primaren somati- 
schen Embryonen mindestens teilweise aus gene- 
tisch veranderten Zellen bestehen. so 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch charakterisiert, daB die Kultur der prima- 
ren Embryonen eine Kultur von Weinreben- 
Embryonen ist. 55 
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